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論 文 内 容 要 旨
ウ リカ ーゼ(尿 酸 酸 化 酵素;urate二 〇xygenoxidoreductaseEC1.7.3.3.)は 尿 酸のプ リン環
の 開裂 に 関 与 す る酵 素 で,窒 素 化 合 物 の 代謝 の 末 端 に お い て生 理 学 的 に重 要 な役 割 を は た して い
る と考 え られ て い る 。実 用 面 で は,尿 酸 に対 して高 い基 質 特 異 性 を 示 す こ とか ら血 清 や尿 中の尿
酸 の 定 量 試 薬 と して,痛 風 な どの 高尿 酸 血 症 の 臨 床 診 断 に寄 与 して い る 。
ウ リカ ーゼ は 霊 長 類 以 外 の 哺 乳 動 物,そ の 他 多 くの 動 物,植 物 お よ び 微 生 物 中 に広 く分 布す る
が,存 在 が 初 め て明 らかに され た の は 動 物 臓 器 に お いて で あ り,以 来 豚 の 肝 臓,牛 の 腎 臓 な どの
ウ リカ ー ゼ につ い て 多数 の報 告 が な され て きた 。現 在 これ らを 給 源 とす る活 性 の 高 い標 品 が 実 駐
に供.され てい る 。 しか る に 近 年 動 物 ウ リカ ー ゼ の 工 業 的生 産 面 で の 弱 点 を補 うた め に,微 生 物
ウ リカ ーゼ の 生 産 を 目的 と した研 究 が 相 い つ い で試 み られ て い る 。
著者 は 古 くか ら伝 承 され て い る鴬 糞 の 美 肌 作 用 の 科 学 的 要 因 を 究 明 しよ うとす る研 究 の途 上 で,
鴬 糞 の常 在 菌 とみ な す こ との で き る一 系 状 菌 が ウ リカ ーゼ生 産 能 を 有 す る こ と,ま た そ の誘 導生
産 の 際 既 知 の 微生 物 ウ リカー ・ゼの生 産 で は認 め られ て い ない 特 異 な挙 動 を 示 す こ と を見 出 した 。
この鴬i糞分 離 菌株(以 下F1菌 株 と呼 称)は 集落特性 およ び 分生 子構 造 の 特 性 か らScopulario-
psisbrevicaulis(Sacc,Bainierに 属 す る もの と 同定 され た 。 す で にAspergillus属,
Penicillium属 な ど数 種 の糸 状 菌 が ウ リカ ー ゼ を 誘導 生 産 す る こ とが 知 られ て い るが,Scopu-
lariopsis属 の菌 株 で それ を見 出 した の は著 者 が 最 初 で あ る。 そ こでF1菌 株 に よ る ウ リカ 」
ゼ 誘 導 生 産 の 高 収 率 化 を企 る こ と と併 せ て,そ の 誘導 生 産 機 構 に関 す る知見 を 得 る 目的 で,酵
素 生 産 面 お よ び 菌 の生 理 面 の二 視 点 か ら種 々の 検 討 を行 な った 。
菌 の 培養 は 液体 表 面培 養 法 を用 い て25∈ で 行 な った 。 菌 体 内 に生 産 され た ウ リカ ーゼ は,形 成
1菌膜 を 凍 結乾 燥 後乳 鉢 で 粉砕 し蒸 留 水 に懸 濁 させ て 遠心 分 離 す る こ とに よ って 容 易 に 上 澄 液部 分
に抽 出 され た 。 酵素 活 性 は尿 酸 の最 大 吸収 波 長 で あ る290脇 の 吸 光 度 の 減少 度 を 測 定 す る
Mahlerら の方 法 に準 じて測 定 した 。
予 備 実 験 の結 果 か らウ リカ ー ゼ生 産 用 培 地 と して グ ル コー ス,カ ザ ミノ 酸,尿 酸 お よ び 種 々の
無 機 塩 を 含 む組 成 を 設 定 した が,こ の 培地 で はバ ラ ツキ の少 な い 均質 な 菌 膜 を 形成 させ る こ とが
困難 で あ った 。 しか る に培 地 の一 成 分 で あ る塩 化 カ リウム の 濃度 を 上昇 させ る こ とに よ って,菌
の生 育 が 著 し く促進 され 均 質 かつ 堅 固 な菌 膜 の形 成 が 可 能 に な る こ とが 認 め られ た 。 この 現 象 は
塩 化 カ リウ ム を塩 化 ナ トリウ ム に代 え て も ほ ゴ同様 に観 察 され た 。一 般 の 微生 物培 地 で は 塩 化 カ
リウ ム あ る い は塩 化 ナ ト リウ ム の 濃度 は0.05～0.5%に 設 定 され て お り,耐 塩性 菌群 を除 く微
生 物 は塩 濃度 が 一 定 限界 を 越 え る とそ の高 浸透 圧 性 に よ って生 育 阻害 を受 け る 。 しか しF1菌 株
は一 般 培 地 の200～20倍 に相 当す る高 塩 濃度 に お い て艮 好 な生 育 を示 し,か つ その ウ リカ ー
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ゼ 生 産 も抑 制 さ れ な か った 。 ウ リカ ーゼ 生 産 の最 高 値 は両 塩 と も4%附 近 に あ り,・これ は0.05
%に お け る酵 素 活 性 の約 ユ5倍 に相 当 した。 こ のよ うなFエ 菌 株 の 磁 塩 性 は,純 粋 培 養状 態 の保
持 を 容 易 にす るの で 実 用 上 きわ め て 有 利 で あ る と同 時 に 生理 的 特 性 の一 つ と して も興 味 深 い 。
豚 肝 臓.ウ1リカ1一 ぜ は,1分 子 当 り1個 めCuを 含 む 金 属 酵 素 で あ る こ とが 証 明 され て い る。
これ に対 して 酵 母 お よ び 細 菌 の ウ リカ ー ゼ にはFeが 含 ま れ,動 物 ウ リカ ー ゼ にお け るGUの 機
能 を 代 替 して い る こ とが 示 唆 され て お り,こ の 点 が 動 物 酵 素 と微生 物 酵 素 の 本 質 的 な 産 異 と み な
され て い る。 一 方F1菌 株 の ウ リカ ー ゼ 生 産 に お よ ぼ す 種 々の 金 属 塩(Zn2+,Cu2ちMn3+;Ni2～Co2t
Gd2+,Cr3+,Fe2+)の 影響 を しらべ た結 果,Zn2+が 特異 的 な促進 作 用 を有 す る こ とが 認 め られ
た 。す な わ ち0.001～0.01%のZnSO4あ る い はZnC12の 添 加 に よ って,Zn2+.を 含 まな い 培 地
の3～4倍 の酵素生 産が示 された 。Zn2+が 微生 物 の ウ リカ ー ゼ生 産 を 促進 させ る こ とを 認 め た報 告
は まだ 無 く上 記 の 結 果 は非 常 に 注 目さ れ る。 この結 果 か らF1菌 株 の 産生 す る ウ リカ ー ゼ の 活 性
中 心 にZnが 機 能 す る可 能性 も推 定 され,少 な くと も酵母,細 菌 な どの 微生 物gリ カ ーゼ と は異
な る性 質 を 示 唆 す る事 実 と して 興味 深 く考 え られ る。
微生 物 に よ る ウ リカ ー ゼ の生 産 は栄 養 源 の供 給 に よ って抑 制 され る こ とが 知 られ て お り,通 常
は栄 養 源 を 添 加 して菌 体 の 増殖 を 目的 とす る培養 と,栄 養 源 を ひか え基 質 を 添加 して 酵素 の生 合
成 を 目的 とす る培養 との二 段 階 の工 程 が採 られ て い る。 そ こで この 培養 法(以 下 二 次 培養 法 と呼
称)に よ る酵 素生 産 を検 討 ㌣た 。既 述 の 培地(KCl,4。0%)で のF1菌 株 の生 育 は,7日 後 に
静止期に達 しその後きわめて緩やかな菌体量の減少はあるが,16週 間後 も著明な自己消化は起
こさなかった。培地中の尿酸は菌の生育に伴って減少 し,7日 後には95%以 上が消失 した。一
方ウリカーゼ生産は5日 後に最高値をもつ曲線を描いた(以 上一次培養)。 二次培養では菌の生
育段階の影響をみるために,対 数期(5日 後),静 止期(9日 後)お よび自己消化期(14日 後)
の菌膜を尿酸および リン酸ニカ リウムを主成分 とす る培地に移して20。 で培養を続けた。その















の認められたアミノ酸は有効なものから順にセリン,ア刃ぐラギン酸,グ リシと グルタミン酸,プ ロリンであっ
た。次に上記5種 のア ミノ酸に,生 育に対 して有効であったアスパラギ ンを加えたβ種のア ミノ
酸の単独添加(o・5%)'効 果をしらべた。酵素生産に対する有効性の順位はカザ ミノ酸共存時と
等 しか ったが,各 アミノ酸間には共存時に比 して有意の差異が認め られた。また5日 後の酵素生
産を比較するとセリン培地よ'りもカザ ミノ酸培地の方がやや良好であ り,単 独で酵素生産をカザ
ミノ酸よりも有意に促進するア ミノ酸は存在 しなか った。単体ア ミノ酸とカザ ミノ酸との最大の
相違点は生育の誘導期に観察され,後 者はそれを著明に短縮 した。以上の事実から生育および酵
素生産に対するカザ ミ・ノ酸の効果は特定の構成ア ミノ酸に由来するのではな く,そ れらの複合作
用によって生育の誘導期を短縮 し効率的な酵素生産を可能にしていると解される。さらにカザ ミ
ノ酸の最適濃皮は1%附 近にあり,そ れ以下では濃度に比例 して酵素生産が上昇するがそれ以上
では逆は低下することが実証 された,一 方アスパラギ ンは生育を促進 させるが,尿 酸の取 りこみ
を抑制す ることによ って酵素生産には阻害的に作用 した。
次にカザ ミノ酸共存下でプ リンおよびピリミジン誘導体の,ウ リカーゼ誘導生産のための基質
としての有効性を検討した。その結果プリン塩基(ア デニン,グ アニン,ヒ ポキサ ンチン,キ サ
ンチンおよび尿酸)は 非特異的に資化 されたが,メ チル化プリンおよびウラシルを除 くピリミジ
ン塩基は全 く資化されなかった。そ して資化されたプリン塩基のいずれもがウリカーゼの誘導物
質 として機能したが,わ ずかながら資化 されたウラシルは何 らの影響も与えなかった。この事実
はPenicillium属 などで認められていると同様 に,典 型的なプリン分解代謝に関与する酵素の
逐次適応がF1菌 において も行なわれることを示唆していると推定される。
供試プリン塩基中最も効率の良い誘導物質は尿酸であることが立証されたので,次 に尿酸添加量とウッカ
己ゼ生産との相関性を検討した。.培地の尿酸溶解限度は0.02%で あっ.たが,予 め尿酸をアニリカ リ溶液に溶
解することによ、って菌の生育を著しく阻害しない範囲でα08%ま で高め得た。酵素生産は尿酸濃度に比例レ







酸量の顕著な上昇が観察された。この現象は培地のpH上 昇 に依存するものではないことか ら,
菌の生育に伴う培地成分の変化に基因するのであろうと推定された。この推定に従 って基本培地
の尿酸溶解度の変動をしらべ,過 剰添加培地 と同様その尿酸可溶化力が静止期以降には初期の3
～3・5倍 に上昇することを確認 した。既述のようにF1菌 株はウ リカーゼ誘導生産において既知




審 査 結 果 の 要 旨
ウ リカ ーゼ は尿 酸の プ リン環 の 開 裂 に関 与 す る酵 素 で あ り,実 用 面 で に 血 清 や 尿 中 の 尿 酸 定 量
試 楽 と して 高 尿 酸 血 症 の 診 断 に 寄 与 して い る。
著 者 は鴬 糞 の常 在 菌 とみ なす こ との で き る一 糸 状 菌 が ウ リカ ーゼ を 誘 導生 産 す る こ と,ま た そ
の 際 既 知 の 微生 物 ウ リカー ゼ で は 認 め られ な い い くつ か の 特 性 を 示 す こ とを 見 出 した 。ζ の 菌株
はScopulariopsisbrevicaulis(Sacc.)Bainierと 同 定 され た 。数 種 の糸 状 菌 が ウ リカ ー ゼ
生 産 能 を 有 す る こ とは既 に 知 られ て い る が,Scopulariopsis属 で は 著者 が最 初 で あ る。 そ こで
本 菌 株 の ウ リカー ゼ生 産 を 促進 す るた め の 培養 条件 の 検 討 と併 せ て,そ の 誘導 生 産 機 構 に 関 す る
知 見 を 得 る 目的 で 種 々の 検 討 を行 な った。
菌 の 培 養 に は 液 体 表 面 培 養 法(25。)を 用 い た 。形 成 菌 膜 を 凍結 乾燥 後 乳 鉢 粉砕 し,蒸 留 水 を
加 え て無 細胞 抽 出 液 を 調製 しそ の ウ リカ ー ゼ 活性 を測 定 した 。 活性 はMahlerら の分 光 光度 法 を
改 変 して測 定 した 。培 地 は グ ル コー ス,カ ザ ミノ 酸,尿 酸 お よ び無 機塩 を基 本 組 成 と して 設 定 し
た 。.
菌 の生 育 は塩 化 カ リウム あ る い は塩 化 ナ トリウム の高 濃度 に よ って著 し く促 進 され,か つ ウ リ
カ ー ゼ生 牽 も抑 制 され なか った 。最 適 濃度 は両 塩 共4%附 近 に あ り,こ の 濃度 に お け る酵 素 隼 産
は 標準 濃 度 に お け る値 の 約15倍 に 相 当 した 。 この よ うな 耐 塩性 は 菌 の純 培養 状 態 の維 持 を容 易
にす るの で,実 用 上 有 利 で あ る と同時 に生 理 特 性 の一 つ と して も興 味 深 い 。
また 本 菌株 の ウ リカ ー ゼ生 産 はZn2"に よ って特 異 的 に促 進 され た 。 微生 物 の ウ リカ ー ゼ生 産 に
お い てZn2+が 促 進 効 果 を有 す るこ と を認 め た報 告 は な くこの 結 果 は注 目 され る 。
微生 物 の ウ リカ ー ゼ生 産 は一 般 に栄 養 源 の供 給 に よ って抑 制 され るこ とが 知 られ て い る が,奉
菌 株 で は菌 体 の 増殖 と並 行 さ せ た効 率 の良 い 酵素 生 産 が可 能 で あ った。 生 育 お よ び 酵素 生 産 に対
す るカ ザ ミノ酸 の効 果 は特 定 の構 成 ア ミノ 酸 に 由来 す る の で は な く,そ れ らの複 合 作 用 によ る誘
導 期 の短 縮 が 主 因 で あ った 。
プ リン塩 基 は非 特 異 的 に 資化 され た が,ウ リカ ー ゼ生 産 に対 して 最 も効 率 の良 い誘 導 物 質 は尿
酸 で あ った 。 ま た培 些 の尿 酸可 溶 化 力 が 菌の 生 育 に伴 って 変 動 し,静 止 期 以 降 に は初 期 の 約3。5
倍 に上 昇 す る と い う興 味 が あ る現 象 を 認 めた 。
以 上 本 研 究 はScopulariopsisbrevicaulisの ウ リカ ー ゼ生 産 に 関 して 新 知 見 を与 え た もの
で,学 位 授 与 に値 す る と認 め られ る。
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